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RESUMO 
Cascas de ovos brancos (espécie Ízeghnrn) e vermelhos (Classe Aves), de galinha, 
foram estudadas com as seguintes finalidades: (a) determinar sua composição ñsico- 
química, rnicroestrutura molecular e qualidade microbiológica; (b) estabelecer seu 
potencial para uso como complemento ou suplemento alimentar; (c) estabelecer seu 
potencial para uso como substituto de ossos, em implantes. Produziu-se, a partir da casca, 
sais de cálcio mais solúveis que o CaCO3 (maior constituinte da casca de ovo), os quais 
podem ser usados como complemento ou suplemento alimentar. Estudou-se o rendimento 
das reações entre a casca e diferentes ácidos (acético, láctico e cítrico); o ácido que 
apresentou melhor resultado foi o ácido cítrico, produzindo-se então o citrato de cálcio, 
usado atualmente como complemento alimentar. Fez-se a caracterização das cascas, 
analisando-se sua composição centesimal, teor de P, composição química através de 
Difração de Raio X, estrutura microscópica através de microscopia eletrônica de varredura 
e qualidade microbiológica (Coliformes Totais e Fecais e Salmonella spp). Na segunda 
parte do trabalho fez-se a purificação dos minerais presentes na casca (basicamente cálcio) 
a fim de serem usados como substitutos de ossos, em implantes; fez-se a redução do teor 
de proteínas da casca usando-se diferentes tratamentos (soluções de NaClO, HCl, NaOH, 
I-1202, plasma ashing e hidrólise enzimática), sendo que o que apresentou melhor resultado 
foi a hidrólise enzimática seguida por branqueamento. Fez-se após, um estudo das 
proteínas presentes nas membranas da casca, através de eletroforese em gel de poli- 
acrilamida em presença de dodecilsulfonato de_ sódio (SDS - PAGE), para serem usadas 
vi 
gc
m 'Ill 'FDO T1' em implante 
Palavras-chave: casca de ovo, complemento alimentar, substituto de ossos.
.«. xm 
ABSTRACT 
Chicken egg shells brown (Class Aves) and white (Leghnrn) were studied aiming: 
to determinate it°s physical-chemistry composition, molecular structure and 
microbiologic quality; to establish it”s potential for using as food complement or 
supplement; to establish its” potential for using as a bone substitute, for grafrs. Calcium 
salts were produced launching from egg shell; these salts are more soluble than CaCO3 
(major mineral constituent of egg shell) and can be used as food complement or 
supplement. The efficiency of reactions between egg shells and different acids (acetic, 
lactic and citric) was studied; the best results were obtained when using the citric acid, 
originating so calcium citrate, used actually as food complement, The characterivation of 
egg shells was carried out analyzing the proximal composition, P content, chemical 
composition by X-Ray Diffraction, microscopic structure by scamiing electronic 
microscopy and microbiologic quality (Total and Fecal Coliforms and Salmonella spp). 
The purification of minerals presents on egg shell (mainly calcium) was made up at the 
second part of this research, aiming to use these minerals as bone substitute, for grafis. The 
protein content of egg shells was reduced through different treatments (NaClO, HCl, 
NaOH and HZOZ solutions, -plasma ashing and enzymatic hydrolysis); the enzymatic 
hydrolysis followed by bleaching showed the best results of protein reduction. The proteins 
present in egg shell membranes were identified by polyacrylamide gel electrophoresis in 
presence of sodium dodecylsulphate (SDS-PAGE), for using then in bone grafts. 
Key-words: egg shell, food complement, bone substitute
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O fomecimento de nutrientes para a htunanidade é um desafio constante; a fome é 
uma problemática presente, principalmente nos países em desenvolvimento, onde 0 
aumento da população nem sempre é acompanhado por aportes alimentícios (Silva e 
Mellado, 1996), 
A deficiência protéica na alimentação humana é evidente já nos dias de hoje e 
cresce à medida que se configura a. evolução da população; no contexto agropecuário, que 
é um dos principais campos no combate a esta crise, a avicultura surge como uma das 
atividades mais prom~i‹ssoras devido às próprias caracteristicas da- exploração (Vicenzi-, 
1996) 
Desde os tempos remotos, o ovo tem sido considerado uma importante fonte 
protéica em nossa dieta mas, por meados deste século, surgiu a problemática dos elevados 
niveis de colesterol, pfesentena gema. Considerando-se~este~fato, a» ciência vem estudando 
a fundo não só os males que o ovo possa provocar como também suas 
propriedades terapêuticas; como resultado, atualmente 0 ovo já é usado na 
prevenção de algumas doenças, tais como câncer, hipertensão arterial e outras (López e 
Nomura, 1996). 
O ovo integral é um excelente alimento, porque é uma fonte muito rica em 
proteínas, lipídios, vitaminas (com exceção do ácido ascórbico ou vitamina. C), e sais 
minerais, exceto o cálcio, que é encontrado apenas na casca (Thapon et Bourgeois, 1994). 
Segundo l~evantamento~ da União Brasi1eira~ des Avicultura» (UBA) e~ Associação- 
Paulista de Avicultura (APA), a produção de ovos no país em 1995 foi de 16,056 bilhões 
de unidades, entre ovos brancos e vermelhos, conforme Figura 1, o que representa um 
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FIGURA 1 - Produção de ovos no Brasil (1980-1998) 
Fonte: UBA /
3 
Embora a produção de ovos em 1995 tenha alcançado um volume jamais visto no 
país, o mesmo não pôde ser observado em relação ao consumo. Segundo previsões feitas 
pela UBA / histituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) / APA, o consmno per 
capim no Brasil, no ano de l995, ati-ngiu 101- unidades, enquanto que no- Japão» esta 
previsão foi de 260 unidades, no mesmo periodo (Figura 2), o que induz a acreditar que o 
potencial nacional é de pelo menos dobrar o consumo (Okuda, 1996). 
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FIGURA 2 - Ovos de mesa. Consumo per capita. 
Fonte: USDA (Okuda, 1996) 
Sendo que a casca representa 10 % do peso do ovo, o volume de casca gerado é 
muito grande (considerando-se que um ovo grande pesa, em média. 60 g, e que cerca de 
10 % deste peso é constituído por casca, os 16,056 bilhões de ovos produzidos em 1996 
representam- 96.336 toneladas de casca). A empresa. Sehovos, estabelecida em Piracicaba, 
SP, é líder no mercado de industrialização de ovos no Brasil, produz cerca de 180 
toneladas de cascas por mês, as quais são destinadas basicamente à agricultura, para a 
correção do pH em solos ácidos (comunicação verbal). 
A utilizacãod-a~ casca» de ›ovo~na~al~irncntação humana aumenta o seu valor agregado; 
sendo a casca uma fonte rica em sais minerais (cerca de 95 % da sua composição), 
produtos suplementados com este mineral podem ser utilizados em dietas especiais para 
pessoas com deficiências na formação de sua matriz óssea (osteoporose, osteomalacia, 
ostcítc) (Baker ef ai. 1991), raquitismo- c‹ outras doenças que afetam tante idosos come» 
crianças (Arruda, 1995).
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Inúmeras preparações à base de cálcio e alimentos enriquecidos com cálcio, têm 
surgido no mercado nos últimos anos-, para suprir uma. dieta insuficiente e chegar-se a dose 
diária recomendada, no entanto, pouca atenção tem sido dada ao estudo da disponibilidade 
bieldgieaj do eálcioprovenien-teedesdi~ferentes~ fontes (Tsugawa, er al. , }99~5)~. 
Nos EUA a dose diária recomendada GDDR) pelo F voa' and Drugs Administration é 
de 800 mg de cálcio, e no Japão a. DDR é de 600 mg para adultos (Tsugawa et al. , 1995). 
Visando-se estudar o potencial tecnológico da casca de ovo de galinha com 
aplicação em diferentes nichos de mercado-, deser-rvolveu-se; este trabalho; devido a» esta 
aplicação dar-se em campos de conhecimentos diferentes, e à utilização de metodologias 
ambíguas na obtenção dos produtos, dividiu-se o trabalho em duas etapas. 
No TOMO I o objetivo foi a obtenção de sais de cálcio solúveis, a partir de cascas 
de ovos» tratadas diferentes» ácidos; estes sai-s» _~ ser usados- na- indústria de 
alimentos como complemento ou suplemento alimentar. Estudou-se a casca de ovo, 
visando-se determinar sua composição físico-química, estnmira microscópica e qualidade 
microbiológica. - 
No TOMO- H e- objetivo-.foiz_a~ obtenção de produtos-base paraz¡.serern.z..usados~ em» 
implantes ósseos, a partir da casca de ovo; para este fim, deve-se eliminar as proteínas 
presentes na casca, evitando-se assim possíveis' rea.ções de rejeição pelo membro 
implantado. Investigou-se a composição em termos de amino ácidos e as proteínas 
presentes.. nas membraznas~ da casca; considerando-sesquee sobre .estas membranas» ondezse 
formam os primeiros núcleos de cristalização da casca, algumas destas proteínas podem ter 
a capacidade de induzir à mineralização do cálcio.
TOMO I 
VALORIZAÇÃO DA CASCA DE OVO 
COMO COMPLEMENTO OU SUPLEMENTO ALIMENTAR
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1. INTRODUÇÃO 
1.1. COMPONENTES DO OVO 
O peso médio de um ovo de galinha é 55-65 g, o qual pode variar de acordo com a 
espécie e o tempo decorrido a.pós as postura do ovo. Este peso pode ser distribuído entre 
quatro componentes principais (Tabela 1). 
TABELA 1 - Principais componentes dos ovos de galinha 
Componente Peso “ % do total a 
(el 
Clara 37 61.5 
Gema 17.3 29.0 
Casca 5. 5 9. I 




Fonte: Thapon et Bourgeois (1994) 
@“V'alor médio
V 
De acordo com Cheflel (1989), o ovo inteiro contém entre 6 a 8 g de proteína de 
alta qualidade e entre 5 a 7 g de gordura, das quais menos de 2 g são insat11ra.da.s. Além 
destes nutrientes, apresenta quantidades consideráveis de vitaminas e sais minerais; 
tem um pl-I em tome ele¡'7‹.0_a~ 7-.6 e~ apresenta uma eafaetci=í»stiea (Tabelas 2). 








Minerais 1 1 
Fonte: Chefiel (1989) 
a Valor médio
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1.1.1. Casca do ovo 
“ A casca do ovo é composta por várias camadas porosas, de modo que são 
permeáveis à água. , e aos gases, o que permite a. respiração do embrião (Tinoco, 1983). 
Conforme Thapon et Bourgeois (1994) e Brake et al. (1997), a casca constitui uma 
barreira- protetora, i-nelusive\cont~ra~- a- penetração.dezmierorganismosg sua partez.ex1,e-rna_ ,ef 
composta por uma micro película protéica (denominada cutícula), pouco solúvel em água, 
de es esstna com reendida entre 10 a 30 m. A camada calcária sub`acente é com osta P P 
por uma rede de fibras protéicas, entre as quais se inserem cristais de carbonato de cálcio 
(96 .% do peso da casca), ca1'bonato___ de magnésio (-1: fosfato de cálcio (-1 %); 
A casca apresenta, em média, a composição apresentada na Tabela 3. 
TABELA 3 - Composição média da casca do ovo de galinha _ 
- 
p 





Agua * 1- 
Fontet. Thapon et Burgeois_,(l994)_ 
a Valor médio 
Burley & Vadehra (1989) afirmam que a casca possui ainda duas membranas 
intemas, constituídas por Luna mistura de proteínas e giicoproteínas, intimamente ligadas 
à casca, exceto em uma das suas extremidades, onde elas separam-se para formar a câmara 
de ar. - _ 
Segundo Simons (1971), a cutícula é depositada sobre a casca do ovo, durante sua 
formação; composta por oe-rea- do de~proteí_¡nas, carboidratos- e~pequcnas~quafitida-dos 
de lipídios; desidrata-se logo após o ovo ser posto, tomando-se urna barreira contra a 
invasão de microrganismos e perda. de água. 
A cor da casca dos ovos depende de pigmentos presentes na alimentação ministrada 
galinhas- e- da raça destas; os ovos- da Le~ghef¢n¡são- d_e_~›casea- nitidainci1tc.br¬anea-, 
enquanto que os das outras raças são de tonalidades-marrom avermelhadas; não existe 
diferença na qualidade, valor nutricional, características de cozimento ou espessura da 
casca, entre os ovos de casca branca ou vennelha (López e Nomura, 1996). 
Nys- (1990), afirma- que- o cálcio- da- casca- provém-› do-A cálcio iônica» presente» no 
sangue da galinha; cerca de 60 % do carbonato é produzido a partir do gás carbônico 
sangüíneo, baseando-se na reação:
s 
co, + 11,0 _______,,, Hco; _______;, Co; 3 
anidrase carbônica 
Em casos de carência de cálcio na alimentação, a galinha é capaz de absorver até 
58% do cálcio do seu esqueleto; a necessidade diária de cálcio por uma galinha é de cerca 
de 2,2 g, a fim de que possa botar ovos de bom tamanho e com a casca resistente (Vicenzi, 
1996), sendo que Roland,\Brya;r~_1t¡ & Rabon (1996-)~ apresentam um limfi-te diário de~eálc¬io- 
`
\ 
na dieta de 3,35 %. 
O carbonato de cálcio, maior constituinte da casca., é um cristal amorfo que ocorre 
naturalmente na fonna de calcita (cristais hexagonais); apresenta uma baixa solubilidade: 
1 litro- de água à 189€ dissolve- 13 rng«~ de- calcitaz.. Os cfistais~~~ de-› calcitazr. ocorrem. 
naturalmente em rochas calcárias, ossos, cascas de ovos; nas conchas de corais encontram- 
se cristais na forma de ara.gonita (Durrant, 1964). 
Pode-se sintetizar o carbonato de cálcio em laboratório, na fonna de um fino 
precipitado pela adição uma solucãe carbonato; dc» afi_1ânio.› c~ amôni~a~ a uma» solução 
de nitrato de cálcio, o qual tem sido purificado por recristalização. O pó obtido é 
amplamente utilizado na indústria cosmética; é branco, microcristalino, inodoro e insípido; 
dissolve-se no ácido carbônico e nos ácidos orgânicos mais fortes, assim como em ácidos 
m›i-r_rcrais~ dilu~ (Eyenadco, 1963). 
Uma outra forma obter-se o carbonato de cálcio é precipitá-lo na forma de sal 
cálcico, à partir do ácido carbônico; o produto assim obtido é um pó insolúvel usado em 
cosmetologia, como tópico, sendo um bom absorvente de líquidos e gorduras (Fonseca & 
Prista, 1984)-. 
De acordo com Shreve & Brink Jr. (1980), pelo aquecirnento do carbonato de 
cálcio (proveniente principalmente de depósitos calcários, mármore, greda. ou de cascas 
de ostras), pode-se obter o óxido de cálcio, matéria-'prima básica na indústria química, 
para a produç~ão~ deca-l. A rc-ação dc~calci-nação (queima), comercialmente IG3lizada~cn1~alto~ 
fomo por volta de 900°C, é descrita abaixo:
V 
cacozira _p£_> caca) + cola; 
900°C
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1.2. COMPLEMENTOS ALll\/IENTARES 
Historicamente o uso de complementos e suplementos alimentares tem sido 
estudado e utilizado como uma eficiente técnica no controle de doenças, na área de saúde 
pública, tais como beri-béri, anemia e outras. Substâncias bionutricionais 
especificas» - vitaminas, minerais, ami-no-« - ajudar- af preyenir doenças 
crônicas e melhorar a qualidade de vida(S1oan & Stiedemarm, 1996). 
Uma destas substâncias é o cálcio, sendo este o mineral mais abundante em nosso 
corpo e o principal constituinte dos ossos e dentes. A ingesta inadequada de cálcio está 
associada com algumas- doenças, eomo a osteopofose,- o' tem le=‹*ado-- ao 
desenvolvimento de um grande número de produtos enriquecidos com este mineral, nos 
últimos anos (Baker et al., 1991). , 
~ Segundo Labin-Goldscher & Edelstein (1996), o corpo humano e' totalmente 
dependente do um ezigtemo de» seja ele oa suplementar, visto 
que este não é capaz de produzir minerais; atualmente tem sido incrementado o uso de 
alimentos processados enriquecidos, suprindo assim grande parte da necessidade 
fisiológica de sais minerais. 
A biodisponibilidadedeoaleio, proveniente~dodifer_entes~ fontes, tem sido objeti~vo~ 
de pesquisas há vários anos, em hurnanos e animais, e existe uma .considerável 
controvérsia relacionada à solubilidade e biodisponibilidade destes sais; esta solubilidade é 
incerta, mesmo nas condições extremamente ácidas do estômago entretanto, supõe-se que 
os sais de ealeio altamefliãG:SQ1l'1yeis sejam melhor (Tsugawa er alz , 1995). 
Fujita et al. (1996) estudaram a biodisponibilidade do cálcio 'proveniente de cascas 
de ostras aquecidas à 900°C comparando-o com CaCO3 puro, e concluíram que o primeiro 
apresentou uma biodisponibilidade superior àquela do sal puro. 
Atualmente são encontrados no mercado diferentes sais de 'cálcio para a 
suplementação de alimentos, tais como carbonato, fosfato, citrato, lactato e gluconato de 
cálcio; para optar por um destes sais, deve ser considerada sua biodisponibilidade e 
solubilidade (Arruda,- 1995). 
De acordo eom Tsugawa ef al-. (1995), o oarbonato deealeio e um dos sais» deealoio 
mais amplamente usados na suplementação alimentar, principalmente devido ao alto teor 
de cálcio presente por unidade de peso do sal.
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A maior fonte de cálcio na dieta humana é o fosfato de cálcio; o maior problema na 
determinação de um padrão nutricional deste mineral é a insolubilidade da maioria dos 
seus sais; pode-se relacionar as três formas deste fosfato em ordem crescente de 
sulubilidade, eernea seguir: i › 
Ca; (PO4) 2 < Ca HPO4 < Ca (Hz PO4 )2 
Arruda (1995), Keshavarz (1996) e Vicenzi (1996), afirmam que a suplementação 
da. dieta. com vitaminas, como colecalciferol (vit. D3) e á.cido ascórbico (vit. C), estimula a 
absorção do cálcio e do fósforo pelo rim, devido à ação dos metabólitos destas vitaminas, 
que\ataazm~ carne hermânios; a vitaminas D3 só apresenta¿_..__ esta ativ.id~azde\._ após» ser 
transformada na sua forma aproveitável 1-25- (()H)z D3 (Dihidroxi-colecalciferol), que 
regula inúmeras reações de metabolismo do cálcio e do fósforo e, em conseqüência, da 
qualidade da casca do ovo.
V 
De aeerdo~eam~. Dawson-_.Hughe-s._ (.l~99_0_,),-.__ _a~ necessidade ,dez suplementação mínima 
para ter-se um efeito positivo, é de cerca de 1000 mg. 
Por outro lado, a ingesta excessiva de cálcio na. dieta humana está. a.ssociada. com 
, . › 
¬ ‹ 
` ` 
algumas doenças, tais como o depósito de cálculos renais, em pessoas que apresentam urna 
baixa absorção de sais de eáleie pele efganisrne eu, deficiências- vitazrnzínieasb cerne baixas 
concentrações de colecalciferol (D3). _ 
1.3. Asi›uc'i'os Miciâouioióeicos 
Conforme Rodrigues (1995), as intoxicações alimentares causadas por salmonelas 
provenientes da contaminação de ovos têm sido um problema para a saúde pública., bem 
como despertado grande preocupação no consumidor e, sem dúvida alguma, nos próprios 
avieulteres; um eva podeestaf- contaminado com esta bactéria, sem queapfesentesquazlquer- 
diferença na sua aparência ou odor de um ovo não contaminado. 
No início da década. de 90 tinha-se a estatística de que, aproximadamente, 1 ovo em 
cada 10.000 ovos produzidos, estava contaminado com Salmonella enteritidis; atualmente 
afirma~se que esta relação seja ainda niaief mas, não existe nenhum- estude eientifree que 
comprove este aumento (Puzo, 1995). 
Segundo Blumenthal (1990), os sintoma.s da intoxicação por Salmonella enterz`tr`di._v 
geralmente incluem febre, diarréia, vômito, dores abdominais, e cefaléia; desenvolvem-se a 
de 12 a 36 nor-as¬ apésa i~ngest~ãe~zde alimentecent-aminade,».podendepersistir por atefi 
4 a 7 dias, e a maior parte das pessoas contaminadas recuperam-se sem o tratamento com
ll 
antibióticos; no entanto, a diarréia pode ser forte o suficiente para causar a hospitalização, 
mesmo em pessoas saudáveis; em casos mais graves, a bactéria pode se espalhar do trato 
intestinal para a corrente sangüínea, e daí para outros órgãos, podendo causar a morte do 
paciente, az menos quea pessoa- seja imediatamentez~tratada~ com antibióticos. ' 
São mais vulneráveis à contaminação por salmonelas os recém-nascidos e crianças, 
os idosos, mulheres grávidas, pessoas que já tenham seu sistema imunológico debilitado 
por doenças graves, como por exemplo AIDS, pessoas desnutridas e outras (Gast, 1997). 
A bactéria Salm‹9nezlla.~.en£e‹nitidis~~pode-zsobreviƒvex em» águas, fezes, san.g1ie.,cu~ em 
outros animais, como ratos, que levam os microrganismos à granja; estes crescem 
rapidamente, podendo contaminar inúmeros ovos limpos, quando misturados com um ovo 
contaminado (APHA, 1992).' 
Além da ecntafninaçãc» de-~ aves por salmcnelas (e~ microrganismos com râaicr 
incidência na indústria avícola), alguns autores têm estudado a presença de outros 
patógenos, tais como Escherichia cola' 0157.-H7 (Stanley et al., 1996), Listería 
monocytogenes e Aeromonas hydrophila ( Sheldon & Schuman, 1997) e outros. 
A eentaminaç-zão~›de o_vos,zpcr› microrganismos- pode ocorrerfde duasfcrmas: 
ou extema, no próprio meio ambiente; quando a contaminação é de origem intema, esta 
contaminação ocorre no próprio organismo, infectando o ovário de galinhas a.parentemente 
saudáveis e contaminando os ovos, antes que a casca seja formada; quando não ocorre a 
contaminação intema, c ovo recém-posto normalmente-~nãc apresenta micrcfgaznismcs; esta 
contaminação pode ocorrer pelo contato da casca com fezes nos ninhos, caixas de postura, 
equipamentos contaminados ou pelo próprio manuseio do ser humano (Rodrigues, 1995).
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2. MA'ri;1uA1s E iviúrouos 
2.1. MA'1'EiuA i›RuviA 
A matéria-prima utilizada foi cascas de ovos de galinha (brancos e vermelhos), 
cedida.s pelo comércio local (padarias, confeitarias) da cida.de de Florianópolis - SC. 
2.2. METODOLOGIA 
Apresenta-se o fluxograma de valorização da casca para uso como complemento 
alimentar no Anexo 1. ' 
2.2.1. Preparo da Matéria Prima 
a) Seleção: descartou-se cascas com excesso de sujidade ou depósito de matéria 
A . organica. 
b) Lavagem: as cascas foram lavadas manualmente em água destilada e o resíduo 
dc~cla¡ras~ a_d,c1§ido~às~ foi se-paradoz 
c) Secagem: foram secas à 60°C, em estufa com circulação forçada de ar FABBE, 
durante 60 minutos.
V 
d) Moagem: após secagem, as cascas foram moídas, com o auxílio de um moinho 
de- “ 
e) Peneiramento: o pó obtido foi passado através de um conjunto de peneiras 
(¢ = 1000, 800 e 500 um), para a separação das duas frações visivelmente obtidas: 
minerais (formando um pó fino), e a membrana (na forma de pequenas escamas), sendo 
que a membrana ficou retida na peneira de 300* um e o pó da casca passou por esta; 0 
conjunto de peneiras foi agitado com o auxílio de um agitador Ro-tap, durante dez 
minutos. 
Í) Pesagem: utilizou-se em cada experimento 50 g do pó de cascas peneirado, as 
quais foram submetidas aa» tratarnerftos diferentes az d_i¡__Ífer,entes~ 
tendo-se 9 soluções de tratamento diferentes.
O 
2.2.2. Descrição do processamento 
a) Tratamento ácido: as nove porções de casca preparadas previamente foram 
tratadas com soluções de ácido cítrico, ácido acético e ácido láctico, nas concentrações de 
10, 20 e 30 %; em todos os casos usou-se 100 ml de solução para 50 g de amostra.
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As cascas ficaram submersas nestas soluções durante 12 horas, sob agitação 
constante com 0 auxilio de um agitador magnético QUIMIS. ` 
b) Lavagem e purificação 2 após o tratamento com os diferentes ácidos, os sais 
obtidos- foram- lavados- com 50 nal def álcool etílico por várias- vezes-, renovandc¬se»~ a 
solução de lavagem até que o pH do sobrenadante estivesse próximo à neutralidade, após 
centrifugação à 5.000 g durante 5 minutos; usou-se álcool etílico para esta lavagem devido 
à baixa solubilidade dos sais obtidos neste reagente; por exemplo, o citrato de cálcio 
apreserzta uma solubilidaäde-de~0,0065 g /~ 100ml d_e~á-le_o_ol eo }aetat0,~<:lfi› ef›insolíivel 
em álcool etílico (Weast, 1980)
_ 
c) Secagem: todos os produtos foram secos à 60°C, em estufa com circulação 
forçada de ar FABBE, durante 30 minutos. 
d)Pesagem~z pesou-se os' saisf obtidos para -calcular- o¬ rendimento. de- cada~-tratainentor 
- e) Cálculo do rendimento da reação : para o cálculo do rendimento da reação (em 
termos do sal obtido), deve-se considerar o peso molecular (PM) de cada sal, a massa 
inicial de carbonato (m_¡) e a massa final obtida (mf). 
- No caso do tratamento da casca com o ácido Iãctíco a reação principal' que deve 
ocorrer é a seguinte : 0 
CÉIÇO3 'l' H503) + HzO______> Ca(C3 'H503) 'l' C0z + 





de cálcio 1 carbônico 
Bascando-sc no fato dc que cerca dc 95 % da casca constitui-sc por CaCO3 
(Thapon et Bourgeois, 1994), como partiu-se de 50 g de casca, tinha-se inicialmente 
aproximadamente m¡i= 47,5_ g de CaCO3 em cada experimento. 
C'aC'O3 (PM = 100,09 g/gmúl) _ C“à(C¿ E1303 l) (PM = 129,11 g/gmol) 




então: ~m¡ = 47,5 g de CaCO3 ¬¡g`@;f<,nT> - X 
V X = Õl,27 g .Ca(C3 H503 ) H 
'O rendimento da reação (T1) é calculado pela seguinte equação 1 
I'l'lf
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Deterrninou-se qual a melhor concentração e o melhor ácido para o tratamento da 
casca, conforme o rendimento da reação e as características reológicas dos nove produtos 




f) Teste de solubilidade: acompanhou-se a reação entre o ácido que apresentou o 
melhor rendimento e a casca, através de medidas do pH do sobrenadante da mistura. 
Partiu-se de 50 ml de cada solução ácida (10, 20 e 30 %); mediu-se o pH inicial das 
soluções, adioioriou-se; quantidades- conhecidas- sob- agitação~ co;1star1te~oofis~ o~ 
auxílio de um agitador magnético QUIMIS, durante 60 _ minutos; deixou-se repousar 
durante 10 minutos e tomou-se uma alíquota do sobrenadante para a leitura do pH, e assim 
sucessivamente, até que as soluções estivessem saturadas (o salide cálcio precipitou). 1 
g) Iderrtifie-ação- do sal de- eázloio- obtido; foi feita uma azr-iázli-se-~ qualitativa- no produto- 
obtido para certificar-se de sua composição (acetato, lactato ou citrato de cálcio, conforme 
o ácido que apresentou o melhor rendimento); usou'-se metodologia oficial para 
identificação de íons acetato, lactato ou citrato. 
V 
No-'%o do- íon-¬ citrato adiciona-se,._a× 15- ml dezpiridina, alguns» mg»--do amostras 
dissolvida ou suspensa em l ml de água destilada; agita-se e adiciona-se 5 ml de anidrido 
acético à mistura., deve aparecer uma coloração vermelha., após agitação (AOAC, 1992). 
2.2.3. Composição centesimal da matéria-prima 
Foi deterrninada a composição em termos de nutrientes presentes na casca de ovo, 
conforme metodologia oficial. 
a) Umidade : detemiinou-se a umidade da casca por pesagem direta da amostra 
inicial e do resíduo, após aquecimento em estufa à l05°C até peso constante (AOAC, 
1992). * - 
b) Proteínas : O teor de proteínas foi analisado seguindo-se o método oficial- 
Kjeldahl (AOAC, 1992). ' 
c) Lipídios : O teor de lipídios foi analisado seguindo-se o método oficial Soxhlet 
(AOAC, 1992). 
d) Caflf›oidratos«: dctcmii_no._uàso--0- teor-.do-¬. carboidratos- totais- disponí~voi.s.~na~ easoa 
por colorimetria (Clegg-Antrone), baseando-se no teor de amidos hidrolisáveis e açúcares 
solúveis (Novoa et al., 1993)
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e) Minerais : detenninou-se o teor de cinzas da casca por pesagem direta da amostra 
inicial e do resíduo após calcinação em mufla à 650°C durante 4 horas (AOAC, 1992). 
f) Fósforo: foi determinado por colorimetria após dissolução das cinzas com HCl e 
reação destas com varladato-rnol4ibdato_ de amônio (Pr_eg1_1o_l_atto_ lf¡regnolatt_o,.,,l'985-)z 
2.2.4. Composição química da casca in natura 
Deterrninou-se os principais componentes químicos presentes na casca de ovo in 
natura, por Difração de Raio X (DRX) (Miranda-Pinto et al., 1996), sendo que a amostra 
utilizada foi a mesma preparada para a análise de SEM, uma vez que esta análise é feita em 
paralelo, no mesmo; equipamento; a~ aná.l‹i~se› de~DRX foi realizada» com» e» au›xzí›lio~ deturri 
microscópio eletrônico de varredura Philips )fl, 30. 
2.2.5. Estrutura microscópica da casca in natura e após tratamento ácido 
Analisou-se a estrutura microscópica da casca através de microscopia eletrônica .de 
varredura (MEV), com o auxílio de um microscópio eletrônico devarredura Philips XL 30. 
As amostras de casca de ovo e membranain natura e casca de ovo após tratamento com 
á-cido eit1=ieo~ 30% foram-..prcparadas da¡__s;eguinte-\fornâa-: fixou-sc-~as- mrestras com fita 
dupla-face sobre suportes de alumínio; 'recobriu-se então, com uma camada de ouro de 
350 A° de espessura em um aparelho à vácuo Polaron E5000 (de Francisco, 1989). 
2.2.6. Avaliação microbiológica:
_ 
A casca de ovo in natura e o sal de cálcio obtido foram submetidos a testes 
microbiológicos, conforme metodologia. oficial: A 
a) Contagem de Coliformes Totais e de origem Fecal - Técnica NMP, confonne 
2~ (APHA, 1992) 
b) Detecção de Salmonella spp - Método convencional, conforme Anexo 3 
(APHA, 1992). _
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1. 1uz;i×|o11vuz'Nro DA iu¿AÇÃo DA cAscA com Ácioo ' 
Entre as soluções utilizadas, a que apresentou o melhor resultado foi a solução de 
ác. cítrico 30 %, obtendo-se após lava.gem e secagem do sal, 74 g de produto; em todos os 
testes partiu-se de 50 g de casca. Calculou-se, então o rendimento da reação: 
Para o Ca_CO3 (carbonato _de._cálcio) _ PMw¡, = }00;09«-g/gmol t. 
Para`o Ca(C5 HGO7 ) (citrato de cálcio) -_> PMc¡¿,_ = 230,13 g/gmol 
m¡= 48 g CaCOz, (50 g da casca com cerca de 95 % de CaCO3) 
rnf= 74 g produto final 
Massa de citrato de cálcio que deveria ser formada para um rendimento de 100' % (X): 
48 g z 230,13 g/gmøl 






Rendimento: 11 = --- X 100 ' ---› = 67% 
lllf 
O valor obtido para o rendimento, no caso do tratamento da casca com ácido 
cítrico 30 % foi de 67 %. 
3.2. TETE DE SOLUBILIDADE
_ 
Mediu-se o pH durante reação da casca com soluções de ác. cítrico 10, 20 e 30 % 
para determinar-se qual a quantidade ideal de casca a ser adicionada a. um volume 
conhecido de ácido, para evitar-se o excesso de ácido ou de casca. No caso da reação com 
o- ácido» cítrico» 30› % este va1_or.¿ ficnu: n1c1t,ro_r_,cxp1i‹;itad0,.. observando-se uma estabilização 
do pH (Figura 3), após adição de 4' de casca (considerando-se os 50 ml de ácido iniciais); 
atingiu-se a saturação da solução e o sal resultante precipitou-se. A partir deste ponto, 
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FIGURA 3 - Evolução do pH durante a reação entre soluções de ácido cítrico e a casca 
3.3. coMPos1ÇÃo CENTESIMAL 
Após análise da composição centesimal da casca de ovo, obteve-se os resultados 
apresentados na Tabela 4. 
TABELA 4 - Resultado da análise da composição centesirnal da casca de ovos de galinha 
(Florianópolis, Agosto de 1997) 
Componente Composição “ ` 
(%) . 
Minerais 94 
Proteínas 4 ' 
Çanboidratqs 0,7 › 
Água l 
Lipídios 0,3 
“ Valor médio 
Estes resultados estão de acordo com Chefteli et alf(l`989); Thapon et Bourgeoí`s 
(`.1¡_9,%9¿A-)§ e,p;z1tros.autores ~ 
Na análise do teor de fósforo da casca de ovo, fez-se a curva padrão (Figura 4) e 
determinou-se a equação da reta e o coeficiente de correlação: 
y ~ 0,1296 X - 0,1123 
R2 = 0,9561
FIGURA 4 - Curva padrão para detenninação de fósforo na casca de ovo 
V 







< O 4 .i"s. Q. 
0,2
o 
0,1 0,2 O,5,.._..0,8` 1 1,5 mg? 
fósforo na casca de ovo e nas membranas da casca (Tabela 5). 
TABELA 5 - Concentração de fósforo na casca de ovo e nas membranas da casca 












3.4. coivu›osiÇÃo QuíMicA DA CASCA uv 1v,4'1Yu1‹A 
Determinou-se os principais componentes químicos presentes na casca de ovo 
usando-se a técnica de DRX e os resultados obtidos são apresentados na Tabela 6 O 
gráfico de DRX obtido pode ser encontrado no Anexo 4. 
TABELA 6 - Principais elementos químicos da casca de ovo, identificados por DRX 














Os resultados obtidos indicam que o cálcio é o maior constituinte (47,50 %) da 
casca de ovo; estes dados estão de acordo com valores apresentados por outros autores 
(Thapon et Bourgeois, 1994; Leach, 1982; Whitaker & Tannenbaum, 1977). 
3.5. ESTRUTURA M1cRoscÓP1cA DA cAscA IN A/;4rUR,4 E APÓS 
TRATAMENTO ÁCIDO 
Analisou-se a estrutura microscópica da casca in natura, após tratamento com 
ácido cítrico 30 % e da membrana da casca in natura, através de microscopia 
eletrônica de varredura (MEV); as amostras foram fixadas sobre um suporte e recobertas 
com uma camada de ouro. 
As microfotografias obtidas são apresentadas nas Figuras 5, 6, 7 e 8. 
FIGURA 5 - MFV da casca de ovo, evidenciando (a) as duas camadas de 
membranas (interna e externa), (b) os cones pal isade e (c) a camada superior 
onde localiza-se a cutícula. 
(barra = 200 um)
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FIGURA 6 - MEV de um corte transversal da casca in natura, evidenciando os poros (setas) 
(barra = 10 um) 
Após o tratamento da casca com ácido cítrico 30 % a estrutura dos cristais presentes 
no sal obtido revelou-se de fonna irregular (conforme Figura 7), o que não é observado no 
caso da casca in natura, onde tem-se cristais de carbonato de cálcio de fonna hexagonal 
bem definida, conhecida como calcita (Leach, 1982), os quais poderiam ser visualizados 
com uma ampliação maior da amostra anterior (Figura 6). 
FIGURA 7 - MEV da casca de ovo após tratamento com ácido cítrico 30 %; observa-se a 
distribuição microscópica irregular do citrato de cálcio obtido (setas), ao contrário da fonna 
regular do carbonato de cálcio, presente na casca in natura. 
(barra = 10 um)
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FIGURA 8- MEV da membrana da casca, evidenciando o denso emaranhado de fibras 
protéicas que a constituem 
(barra = 1oo nm) 
3.6. AVALIAÇÃO M1cRoB1oLÓG1cA 
Avaliou-se a qualidade microbiológica da casca de ovo in natura e após tratamento 
com ácido cítrico 30 % com relação à presença de Coliformes Totais e Fecais, e de 
Salmonella spp (Tabela7). 
TABELA 7 - Resultados das análises de Coliformes Totais e Fecais (NMP/g) e 
Salmonella spp GJFC / 25g) na casca de ovo. 
(Florianópolis, Fevereiro de l998) 
Amostra Salmonelas Coliformes Totais Coliformes Fecais 
(UFC/258) NMP/ga N1\z1P/ga
2 Casca de ovo in natura ausência 2,1 X 192 1,4 X 10 
Casca tratada com Ác. cítrico 30 % ausência 4,0 X 101 3,9 X 101 
“ De acordo com Tabela de NMP para série de três tubos (Anexo 5). 
Na legislação em vigência no País atualmente (Brasil, 1998), não existem padrões 
microbiológicos específicos para cascas de ovos; o que existe são padrões referentes a ovos 
e produtos derivados (Tabela 8).
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TABELA 8 - Padrões microbiológicos para ovos e produtos derivados . 
Produto | Salmonelas Coliformes Totais Í Coliformes Fecais 
: tfi,t›§íêfx¢ifi~@f1›)-;¿z-,~ NiYfP-z-(examine) 
_ 
€má§ã_111ø)_ 








Ovo inteiro cozido 25 g ~ - 
Ovo desidratado ou liofilizado 
_ 
25 g - 10 lg 
Fonte: Brasil (1998). - 
Ovo liquido pasteurizado, resfr¿ ou congelado o 25 g , __ Ausência/ 1' g 
Comparando-se os valores obtidos na contagem de Colifonnes Fecais na- casca de
( 
ovo tratada. com ácido cítrico 30 % (NMP = 30), com o limite apresentado para ovo 
desidratado ou liofilizado (considerando-se que não existem padrões específicos para a 
casca do ovo), o produto obtido~e-sta1=ia-~_for-a~_dos- padrõcs__cstabclccidos pela legislação- 
(NMP = io). í 
Esta alta contagem de Coliformes no produto final seria inesperada, considerando-se 
o tratamento térmico aplicado (60°C durante 60 + 30 minutos) e as condições químicas 
drásticas aplicadas durante o processamento (ácidocítrico a 30 %, durante 12 horas). 
O fato deter-.se a. estes presença destesz microorganismos- ser .justi-fioado por 
uma possível recontaminação durante o processo, visto que o moinho de martelos utilizado 
para. a moagem da matéria.-prima., após sua devida higienização era também utilizado para a 
moagem do produto final obtido; outra justificativa possível baseia-se na estrutura fibrosa 
('oasie_a-mente» .protéica-)~ no interior) dos poros- da casca-, pode-set..top._v o- acúmulo- de 
microorganismos, pelo dificil acesso seja por meios fisicos ou químicos de 
descontaminação, levando a uma alta carga microbiana, mesmo após o processamento das 
cascas. 
De qualquer forma este fato é preocupante pois, considerando-se que o produto está 
fora dos limites estabelecidos pela legislação pertinente, e o fato de que este vai ser 
utilizado como matéria-prima em alguma formulação, deve-se sempre partir de um produto 
livre- de- contaminação- ou, pelo menos-, a- menor-z carga- bacteriana- sívoi, o- que 
justificaria um novo tratamento térmico para destruição destes microorganismos (como 
pasteurização ou esterilização do produto final) ou, algum outro método de 
descontaminação.
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3.7. 1‹'A'1'0R1z'S 1z'CONÔMlC0s 
A matéria-prima utilizada (cascas de ovos) não apresentou nenhum custo, visto que 
esta foi fomecida por uma confeitaria local. Outros fatores que contribuíram para a 
composição do custo final do produto obtido foram os reagentes utilizados durante o 





Para a obtenção de 74 g de citratoide cálcio partiu-se de 50 g de casca reagindo-as 
com 100 ml de ácido cítrico 30 %`(30 g de ácido cítrico) e utilizou-se também em cada 
tratamento 50 ml de álcool etílico, para a lavagem do sal obtido; tendo-se o preço destes 
rca_g§_mtes,¿_; -scr-compor~z.o~~prceo~ pafa obteação«.de\1~ kg de-~citrato› decálelo (Tabela~ 9~)z 
TABELA 9 - Composição do custo para obtenção de 1 kg de citrato de cálcio 
Reagente Quantidade utilizada * Custo unitário Custo Total * (R$) 
Ácido zím‹z‹›p.a. 4o5,4og Rs 7,60/kg R$3,08 
Alcool etílico p. a. * 0,6757~L i R$ 610/L ' R$ 4,12 
* Para obtencãa de 1 kg dê .citratø <1.‹t=,<;á1z.à‹›_ a E = RS» 1,12 
Teve-se outros gastos, dentre os quais pode-se citar: c 
- Energia elétrica 
- Água. 
- Mão-de-obra 
Como estes gastos já são incluídos nas despesas do laboratório, foram 
desconsiderados para a composição do custo final do produto, assim como os gastos com 
os meios de culturas, os quais foram fomecidos pelo Laboratório de Microbiologia. No 
case da obtenção do sal a nivel» industrial, este-s~ gastos seriam deimpoitâneia fundamental 
Chega-se então ao custo final para a obtenção do citrato de cálcio partindo-se de 
cascas de ovos: R$ 7,20 / kg de sal. Comparando-se este valor com o preço atual de 
mercado (R$ 27,00 / kg citrato de cálcio p.a.), obteve-se uma redução de custos de 73 %; 
devese levar em conta o fate dequeo- produto disponivel» no mercado éspuro enquanto que 
o sal obtido a partir das cascas de ovos é impuro (pode apresenta resíduos de membranas, 




VALORIZAÇÃQ DA CASCA DE ovo 






De acordo com o Instituto Técnico de Avicultura, a França produziu 15,3 bilhões 
de ovos em 1994. Maior produtor de ovos da Europa., representou aproxima.damente 
19,4 % da produção naquele ano, situando-se na oitava posição em tennos de produção a 
ní__vel¡,mund›i‹al¬, depois da» China (17-3 bilhões), EUA (7~5,2«)~, Japão- (44,1), Rússia (37-,l)~, 
1ndia(24,9), Brasil (24,4) e México (21,2). Em 1995, o consumo de ovos na França foi de 
aproximadamente 263 ovos per capita, representando um aumento de 1,2 % em relação 
a 1994. - 
Considerando-se o número de ovos produzidos, e 0 fato de que a casca representa 
cerca de 10 % do peso total do ovo (aproximadamente 5,5 g por ovo), observa-se que o 
volume de cascas gerado é significativo e, atualmente, apenas uma pequena parte deste 
volume é utilizada em alguns países na agricultura, para correção do pH em solos ácidos 
ou, como suplemento alimentar para animais. 
O objetivo principal nesta segunda etapa do trabalho foi valorizar a casca de ovos, 
utilizando-a como um substituto de ossos, em implantes (Dupoirieux, 1995). Atualmente 
existem diferentes materiais sendo usados para tal fim, tais como osso bovino e corais, mas 
o~ primeiro» em. breve. não» será~»__permitido~ devido» à~ sua origem» e-..o~ segundo» é uma» fonte 
muito cara. Cascas de ovos podem representar uma altemativa barata e eficiente, 
podendo-se obter bons resultados mas, para este uso, as cascas devem estar livres de 
proteínas, a fim de prevenir qualquer rejeição ou reação inflamatóna, após o implante. 
A‹qualidade.da~-c‹asca- do ovoe .a~ mi~neralização_ dos ,ossos são intlue-nciadas pelos 
nutrientes ingeridos através da dieta e do grau de disponibilidade destes nutrientes, sendo 
que estes podem ter influência até sobre a produção dos ovos (Keshavarz, 1996). 
No Capítulo I, utilizou-se diferentes processos para tratar a casca e procurou-se as 
eendições~ ideais para preparar-se~easeas~ com teor reduzido dezproteínas. 
No Capítulo Il, estudou-se a composição das membranas da casca e a hidrólise 
enzimática destas membranas, para. serem usadas também como material base para 
implantes em ossos, considerando-se que é sobre estas membranas onde inicia-se a 
mineralização- das cascas; as me._mbr›an~as~ Colágeno Tipo l e- Tipo X em sua 
estrutura (Nys et al., 1998) e o Colágeno Tipo X inibe a mineralização (Arias et al. 1997). 
Assim sendo, após a. extração ou degradação enzimática deste colágeno, as membranas 
devem apresentar um melhor efeito sobre a mineral'ização.
CA1›í'ruL0 1 
PREPARO DE CASCAS COM 'l`EOR REDUZIDO DE PROTEÍNAS 
PARA SER USADA COMO SUBSTITUTO DE OSSOS, EM HVIPLANTES
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1. INTRODUÇÃQ 
A casca dos ovos é composta por cerca de 95 % minerais, 3,3 % matéria orgânica e 
1,7 % água (Thapon et Bourgeois, 1994). 
Apresenta uma estrutura perfeitamente ordenada (Parsons, 1982) que resulta da 
deposição de carbonato de cálcio principalmente na forma de cristais de calcita 
(aproximadamente 95 % do peso de casca), e material orgânico na fonna de membranas e 
matriz orgânica (3.5 %) (Gautron et al., 1996). A superficie exterior é composta por uma 
cutícula de proteínas de espessura aproximada entre 10-30 um (Baker et al., 1997).
p 
A arquitetura básica da casca é notadamente constante entre as muitas espécies da 
classe Aves com uma espessura que freqüentemente varia de 280 a 400 um em galinhas da 
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FIGURA. 9 - Desenho esquemático da seção radial da casca de ovo 
(Adaptado de Dupoirieux, 1995) 
As duas camadas internas são as membranas intema e externa da casca. 
A camada subjacente é chamada de mamilar, composta por cones irregulares. A camada 
empaliçada estende-se por 200 um desde a base dos cones, até uma capa delgada de 
cristais verticais alinhada perpendicularmente à superfície da casca (Nys et al.,1998). A 
cutícula, uma camada orgânica, é depositada na superficie externa e contém a maior parte 
(2/3) dos pigmentos da casca (Nys et al., 1991). 
A fonnação de casca de ovo é um dos mais rápidos processos de mineralização 
conhecidos, e acontece diariamente durante um período de aproximadamente 18 horas.
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A ligação extremamente forte entre a membrana externa e a casca calcificada toma 
impossível sua separação total, seja de forma manual ou por meios químicos, sem o risco 
de causar algum dano à camada cristalina mamilar, especialmente quando trata-se de 
métodos- q-u~í-r-n-icos~ que.¡envolvam~ a; extração de cálcio da casca (Reid, 1983); a isto, 
toma-se dificil a padronização de um método para a redução do teor de proteínas na casca, 
considerando-se que as membranas representam quase que a totalidade destas proteínas. 
Desde que o primeiro transplante de ossos foi realizado com sucesso em 1668, mais 
de 59 substitutos-de~ os_soês~jàâz foram descritos pela» literatura ef al. , l9~95). 
Entre os materiais inorgânicos, os sais de cálcio foram os primeiros a apresentar 
resultados satisfatórios; eles apresentam a vantagem de imitar a fase mineral dos ossos 
humanos e não causam nenhuma resposta imunológica, considerando-se que não 
apresentam celulas v-iva‹s~ ou matriz- orgânica (Buzrehafdt, }983)~. 
Considerando-se a composição da casca de ovo (basicamente mineral), e o fato de 
que a formação destas cascas representa -um intrigante modelo de mineralização, 
estudou-se o uso destas cascas em implantes ósseos, a fim de estabelecer-se sua 
eapacidade~ de ósteeinduçãe (indezir à mineralizaeãe de ossos) (Dupeirieux, Neves & 
Pourquier, 1998). «
` 
Miranda.-Pinto et al. (1996) estudaram o uso do carbonato de cálcio, proveniente da 
casca de ovo, como reagente inicial para a síntese de hidroxiapatita Cam (PO4)5 (OH)z, 
uma biocerãmica amplamente-e¬mpregada~ em próteses dentárias e~ ósseas.
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2. 1vu\'r1‹;1‹m1S E M1‹';'r01›0S 
2.1. PREPARO DA CASCA PULVERIZADA _ 
Amostras de ovos de galinha da raça Leghorn (brancos) foram usadas em todos os 
experimentos. Os ovos foram lavados em água destilada, quebrados e esvaziados. As 
cascas foram enxaguadas abundantemente em água destilada, a membrana intema foi 
separada manual__r¡r_1§:nteâ(Reid, 1983; e-í~ al-., 1995; Gaatrori et alz, 1996); as 
cascas foram secas à 50°C durante 30 minutos e moídas manualmente com um pistilo de 
porcelana, até a obtenção de partículas com tamanho uniforme (oméd = 400um.). 
2.1.1. Teor de proteínas na casca pulverizada 
O teor de proteínas (TP) foi analisado seguindo-se o método oficial Kjeldahl 
(AOAC, 1992),com o auxílio de um bloco de mineralização (1041, Bioblock Scientific) e 
uma unidade de destilação (1042, Bioblock Scientific). 
O teor de proteinas foi ealeulado usando-se o fator de~eoi=1~vefsã_o_ espeeifieo 6,25. 
Cada análise foi feita em duplicata, usando-se aproximadamente 1 g de amostra por 
análise. 
2.2. PREPARO DE CASCA COM TEOR REDUZLDO DE PRO'1`I:llNAS 
Diferentes tratamentos foram utilizados com o objetivo de minimizar o teor de 
proteínas na casca. Em todos os tratamentos usou-se cerca de 5 g de casca. pulverizada. para 
100 ml de cada solução de tratamento (com exceção dos tratamentos de aquecimento e 
liidrólise .en¿2.fi¡}iática)z Depois- de-cada *a=atamento,¬_øseprodutoszobtidoszeferamz- à~ 
50°C durante 30 minutos e guardados em recipientes hermeticamente fechados, para 
análise posterior. 
2.2.1. Branqueamento com hipoclorito de sódio (Peebles et al., 1987; Hincke et al., 
1992; Nys et al., 1998). 
Este estudo foi realizado usando-se soluções comerciais de hipoclorito de sódio 
(NaC10) a diferentes concentrações: 3,1 % de cloro ativo (12° Clorométricos) e 6,2 % de 
cloro ativo (`24° Cl“oromé'tri'cos). Os tratamentos foram feitos à temperatura ambiente e á
30 
30°C, sob agitação constante com o auxilio de um agitador magnético FANEM mod.258, 
durante 24 horas (as soluções foram renovadas depois das primeiras 12 horas); logo após, 
as soluções foram descartadas e o pó retido foi lavado por 10 vezes com 200 ml de água 
destilada- cada lavagem, a-2 de; eliminar Q elorofesidaal. Na últifma¬l-avagem-v faiz Í-`eita~ 
uma centrifugação à 5.000 g/min. durante 5 minutos, a fim de eliminar as membranas 
residuais, e o sobrenadante foi descartado. 
2.2.2. Tratamento ácido 
Este estudo foi realizado usando-se soluções de HCl IN. Os tratamentos foram 
feitos à. temperatura a.mbiente durante 20 minutos sob agitação constante com o a.uxílio de 
um agitador magnético FANEM mod. 258; logo após, a lavagem foi feita da mesma forma 
que'-›fi0›bfflfiqu.w1.1¢ntQ,~ 
2.2.3. Tratamento alcalino 
Utilizou-se as mesmas condições que no tratamento ácido, usando-se, neste caso, 
uma solução de NaOH IN; ao final, a lava.gem foi feita da mesma. forma. 
2.2.4. Tratamento de oxidação 
Este estudo foi realizado usando-se soluções de HzOz a diferentes concentrações: 
35 % e 17,5 % (v/v). Os tratamentos foram feitos à temperatura ambiente e a 30°C, durante 
6 e 24 horas, sob agitação constante com o auxílio de um agitador magnético FANEM 
mod.~25~3;- Após o tratamento, a lavagem foi feita darnesma forrna. 
2.2.5. Branqueamento associado com tratamento ácido 
. Depois do tratamento de branqueamento usando-se 6,2 % C1 ativo à 30°C durante 
24 horas, uma parte dos produtos obtidos foi submetida ao tratamento ácido, sob as 
mesmas condições usadas no primeiro tratamento ácido.
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2.2.6. Branqueamento associado com tratamento alcalino 
Depois do tratamento debranqueamento usando-se 6,2% Cl ativo a 30°C durante 
24 horas, uma parte dos produtos obtidos foi submetida ao tratamento alcalino, sob as 
mesmas condições usadas no primeiro tratamento alcalino. 
2.2.7. Aquecimento 
Este estudo foi realizado usando-se 5 g de cascas pulverizadas em cada análise, as 
quais foram submetidas a diferentes temperaturas em mufla: 400, 300 e 150°C, durante 3 
horas. - 
2.2.8. Branqueamento associado com aquecimento 
Depois do tratamento de branqueamento (item 2.2.1), uma parte dos produtos 
obtidos foi submetida ao aquecimento à 300°C, durante 3 horas. 
2.2.9. Aquecimento associado com branqueamento 
Depois do aquecimento à 400, 300 e l50°C durante 3 horas, uma parte .dos 
produtos obtidos foi submetida. ao branqueamento usando-se 6,2 % Cl ativo à 30°C, 
durante 24 horas. 
2.2.10. Aquecimento associado com oxidação por HZO2 
Depois do aquecirnento à 400°C durante 3 horas, urna parte dos produtos obtidos 
foi submetida a oxidação usando-se HzOz 35 % à temperatura de 30°C, durante 24 horas. 
2.2.1 1. fiidrólise enzimática 
A enzima usada foi a pepsina 1:2.500 (Pepsin UM; EC 3.4.23.1) da Sigma (Sigma 
Cia. Química, St. Louis, MO. E.U.A.). 
Este estudo foi realizado usando-se uma solução contendo 0,05 % de pepsina em 
ácido aeétieo 0,5 M. Duas- taxas- d-iferentese def en›z.imaz'.subs~trato~ (E/S) foram. usadas: 
E/S = 20 % e E/S = 40 %; para o primeiro teste, usou-se 5 g de casca pulverizada em 50 ml 
de solução de pepsina 0,05 %; para o segundo teste usou-se 5 g de casca em 100 ml de 
solução de pepsina 0,05 %.
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A hidrólise foi feita à 37°C durante 24 horas (Arias et al., 1997), sob agitação 
constante com o auxílio de um agitador magnético FANEM mod. 258. Ao fim deste 
tempo, o conteúdo inteiro foi submerso em um banho-maria em ebulição durante 10 
minutos, para inativar a atividade. da enzima. 
Após hidrólise, centrifugou-se a mistura à 5.000 g/min. durante 5 minutos e 
descartou-se o sobrenadante; o sólido retido foi lavado da mesma forma descrita no 
item 2.2.1. 
2.2.12. I-Iidrólise enzimática associada com branqueamento 
Depois da hidrólise enzimática à taxa E/S = 40 %, uma parte dos produtos obtidos 
foi submetida ao branqueamento usando-se 6,2 % Cl ativo à 30°C, durante 24 
horas, sob agitação constante com o auxílio de um agitador magnético FANEM mod. 258. 
2.2.13. Tratamento de oxidação por plasma ashing (Reid, 1983; Kim, 1995) 
O plasma ashing, técnica que faz uso do fato de que o gás oxigênio, quando 
ionizado pela aplicação- de energia de rádio freqüência, sob condições de pressão 
cuidadosamente controladas, forma um plasma altamente reativo, a baixa temperatura. A 
rcaç›ão¬cntrc¿ o plasma formado c- o carbono presente na amostra remove o componente 
orgânico, enquanto deixa o material cristalino intacto. ' ` 
Este estudo é realizado colocando-se amostras sobre placas de vidro dentro da 
câmara da unidade de plasma químico; a seguir, é feito o vácuo na câmara de reação e o 
Oz é _inj_etado._ A» potência aplicada foi de, 100.zW.durante três tempos diferentes: 15, 30 .e_ 
45 minutos. . 
Estes tratamentos foram realizados no Centro de Transferência. de Tecnologia., 
Le Mans, França. 
2.2.14. Plasma ashíng associado com branqueamento 
Depois da oxidação da casca por plasma ashing, uma parte dos ' produtos obtidos 
foi, em seguida, submetida. ao branqueamento usando-se 6,2 % Cl ativo à 30°C, durante 











2.3. DETERMINAÇÃO DO TEOR DE PROTEINAS '*| “I DE RÓTEINAS 
HL@i;Íš?W O teor de proteínas (TP) de todos os produtos obtidos foi analisado pelo método 1* 
_ Q gi-1 
ofiziai 1<je1‹1zh1(AoAc, 1992,). r 
ve A redução no TP depois de cada tratamento foi calculada relacionando-se o ~ 
conteúdo~de›-pfoteí›nas-apóso~ tratamento, com o~ conteúdo~de\prote.__inas na~a_most›r›a`inici'al-, `--‹-*-- 
de acordo com a equação: 
Tpinicial 
' TP final » R.<>..¢u‹,iãr›,=.(iií ) X 10,9 
Tpizúzâzú 
2.4. TEOR DE PROTEÍNAS EM ALGUNS MATERIAIS USADOS PARA 
IMPLANTES EM OSSOS 
Analisou-se o teor de proteínas em alguns materiais que são atualmente usados 
como substitutos de ossos, em implantes: casca de ovo de avestruz, concha. de coral e osso 
bovino. 
_ 
O teor de proteínas foi determinado pelo método oficial Kj eldahl (AOAC, 1992). 
2.5. DISTRLBUIÇÃO GRAN ULOMÉTRICA DA CASCA 
Utilizou-se cascas de ovos marrons para realizar este experimento, sendo o único 
teste no qual usou-se cascas marrons, por motivos econômicos, visto que trabalhou-se com 









‹;›zyo.s~ pr¬¡_aduzidos.- na Europa e,.. 
consequentemente, são mais caros que aqueles de casca marron. As cascas foram trituradas' ' 
em um mixer durante 2 minutos e depois por uma série de peneiras, com aberturas de: 400, 
300, 150, 75 e 50 um; o conjunto de peneiras foi agitado com o auxílio de um agitador 
zêó-zzz;z›. ,
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1. ANÁLISE DO 'l`l:lOR DE PRO'l`l:`ÍNAS NA CASCA PULVERIZADA 
Sete amostras de casca pulverizada (sem membranas) foram preparadas, e a análise 
do teor de proteínas nestas amostras apresentou um valor médio de 2,55 % úz 0.14. 
3.2. REUUÇÃO No 'n¬;oi‹ Diz' i›1‹o'nz'íNAs 
Os dados obtidos para a redução no teor de proteínas são apresentados a seguir. Nos 
tratamentos onde tinha-se mais de uma variável ou seja, temperatura, concentração da 
solução ou tempo de tratamento (Tabelas 9 a 16), os dados foram tratados 
estafisticamentzeg fez-se-uma análise de-~vafiânoia~ (Al*IOVA), a Í-i›m~› deverificar a¡ e¿xi¡stânei.a¡ 
de diferenças significativas entre eles, a um nível de significância de 5 %. Utilizou-se, para 
tal análise, o software Statgraphics 7.0 e fez-se a análise ANOVA unidimensional. 
Como na ANOVA verificou-se diferenças significativas entre os valores, fez-se um 
testes de- ampli‹tude..... para identi-fioars entre- quais.- tratamentos., tinha-se. diferenças 
significativas. F ez-se esta análise através do teste de Tukey. 
3.2.1. Branqueamento com hipoclorito de sódio 
` Os resultados deste tratamento são apresentados na Tabela 10. 







3,1% NaClO, temp. amb. 
i 
57,85 
6,2% NaClO, temp. amb. 62,23 
3,1% Naclo, 30°C _ 60,64 
n é.,2%N«ac1o, 3a~°c . 
T ~ 63.41-'r
A 
* valor médio; todos os valores são estatisticamente diferentes, ao nível de sigpificância de 5 %. 
3.2.2. Tratamento ácido 
O valor médio de redução de proteínas nas cascas tratadas por HCI IN à 
temperatura. ambiente durante 20 minutos foi de 33,73 %.
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O tratamento ácido das cascas resultou em índices muito baixos de redução no teor 
de proteínas, piincipahnente quando comparado com outros tratamentos (por exemplo, 
82,34 % de redução obtidos após hidrólise enzimática associado com branqueamento). 
3.2.3. Tratamento alcalino 
Cascas de ovo tratadas com NaOH IN à temperatura ambiente durante 20 minutos 
apresentaram um valor médio de redução no teor de proteínas de 9,66 %. 
Tanto no caso do tratamento ácido quanto no tratamento alcalino não obteve-se 
valores satisfatórios para a redução do teor de proteínas. Estes fatos estar 
relacionados com a estrutura da membrana, basicamente protéica, contendo colágeno. 
Pode-se ter causado reações de gelatinização deste colágeno visto que por exemplo, para a 
extração de gelatina a partir da pele de suínos utiliza-se soluções de ácido clorídrico em 
4 e,._,pa.ra-..:az¡extração de gelatina a partir do couro de bovinos utiliza-se soluções de. 
hidróxido de cálcio em pH 12,6 (Grant, 1980). 
32,4. Tratamento de oxidação 
Este tratamento apresentou baixos valores de redução no teor de proteínas da 
casca (Tabela. 11), mesmo a. elevadas concentrações de Hz()z. 
TABELA ll - Redução no TP na casca tratada por oxidação com HzOz 
(Rennes, Abril de 1998) 
Tratamento Redução no TP * 
1 
(°/‹›) 
durante 24 horas 
H§Oz 1=:7;5_:°/í›-, temp. amb. 14,92 
__, . 
Hz.Oz ,1_.7,__5.%,._30“?C 1-9,‹,9.0.~ 
HzOz 35 %, temp. amb. 19,39 
HzOz 35 %, 30°C 38,71 
durante 6 horas 
HzOz 17,5 %, temp. amb. 15,49 
L-,L¿Q¡z.}~7,5›%,. 309€ 1-1,32 
HzÇ¿,35 %,_ temp. amb. 14,12 
HzOz 35 %, 30°C 12,16 
* valor médio; todos os valores são estatisticamente diferentes, ao nível de significância de 5 %.
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3.2.5. Branqueamento associado com tratamento ácido 
O valor médio de redução no teor de proteínas da casca tratada por branqueamento 
com NaC1O 6.2 % à 30°C, durante 24 horas e, logo após, com HCl IN à temperatura 
ambiente durante 20 minutos foi de 22,81 %. ' 
3.2.6. Branqueamento associado com tratamento alcalino 
O valor médio de redução no teor de proteínas da casca tratada por 
branqueamento com NaClO 6.2 % à 30°C, durante 24 horas e ,NaOH IN à temperatura 
ambiente durante 20 minutos foi de 43,26 %. 
3.2.7. Aquecimento 
Este estudo foi realizado a diferentes temperaturas em mufla: 400, 300 e l50°C, 
durante 3 hora.s e os resultados são apresentados na Tabela 12.
ç 
TABELA 12 - Redução no TP na casca tratada por aquecimento 














* valor médio; todos os valores são estatisticamente diferentes, ao nível de significância de 5 %. 
Todos os produtos obtidos por aquecimento apresentaram uma coloração marron; 
sendo assim, mesmo obtendo-se uma boa. redução no teor de proteínas da casca, estes 
tratamentos devem ser descartados pois, produtos que apresentem esta coloração são 
indesejáveis para utilização como implantes em ossos. V 
3.2.8. Branqueamento associado com aquecimento 
Todas as amostras foram tratadas à 300°C durante 3 horas em mufla depois do 
tratamento de branqueamento, e apresentaram valores elevados de redução no teor de 
proteínas da casca (Tabela 13) mas, todos os produtos obtidos apresentaram uma 
coloração-marrom
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TABELA 13 - Redução no TP na casca tratada por branqueamento e aquecimento 
(Rennes, Abril de 1998) 
Tratamento ' ' Redução no TP* 
(°/‹›) 
3,1 % NaClO, temp. amb., 24 h. + aquec. 68,08 
6,-»2.*z%`NaC`lO, temp. amb., 24' h. + aquec. ' ` ÕÍI8” 
3,1. %zN,aC1.o, snsc, 24,11. + aquec. 11 sa. 
_ 
:_.._ .,. - 
6,2 % NaClO, 30°C, 24 h. + aquec. 
_ 
69,49 
* valor médio; todos os valores são estatisticamente diferentes, ao nível de significância de 5 %. 
3.2.9. Aquecimento associado com branqueamento 
Todas as amostras foram tratadas por branqueamento (NaClO 6.2 % à 30°C, 
durante 24 horas), depois do aquecimento e os índices de redução no teor de proteinas são 
apresentados na Tabela 14. - 
TABELA 14 - Redução no TP na casca tratada por aquecimento e branqueamento 
(Rennes, Abril de 1998) 
Tratamento V 
Í 
Redução no TP* 
, _ 
(%) 
“ 400°C,_ 3 h. + branqueamento - 
Sf)/00°C; 3"h. -Fbranqueaineiitdi ` `75,8:l§ 
150F°C, 3.h. +. branqiieameñto . 6.».9,..,=8~.8:i"" 
* valor médio; 
' 
todos os valores são estatisticamente diferentes, ao nível de significância de 5 %. 
Buscando-se o desaparecimento da coloração marron após o tratamento, inverteu-se 
a ordem, fazendo-se o branqueamento das amostras após o aquecimento; mesmo assim, os 
produtos obtidos ainda apresentaram a coloração marron indesejável para uso como 
inipjlante _ 
3.2.10. Aquecimento associado com oxidação por HzOz 
As cascas tratadas por aquecimento à 400°C durante 3 horas e oxidação com HzOz 
35% à. temperatura de 30°C durante 24 horas, apresentaram 68,27 % como valor médio de 
redução no teor de proteínas.
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3.2.1 1. Hidrólise enzimática 
Este estudo foi realizado usando-se pepsina a duas taxas de enzima/substrato (E/S), 
durante 24 hora.s a 37°C; os resultados obtidos são apresentados na Tabela 15. 
TABELA 15 - Redução no TP na casca hidrolisada pela pepsina 
p
' 
(Rennes, Abril de 1998) 
Tratamento Redução no TP* 
(%) 
E/S'= 20 %, 37°C, 24 horas 45,79 
E/ S* - 40 `%, 37°€; 24 horas ' ' 49,58 
* valor médio; todos os valores são estatisticamente diferentes., aonível de de 5 %.. 
Apesar das altas taxas E/ S usadas (20 % e 40 %), obteve-se baixos índices para a 
redução no teor de proteínas.
_ 
3.2.12. Hidrólise enzimática associada com branqueamento 
A hidrólise enzimática da casca usando-se pepsina a uma taxa E/S = 40 % seguida 
de branqueamento com NaC1O 6.2 % durante 24 horas à 30°C, apresentou 82,34 % como 
valor médio de redução no teor de proteínas. 
3.2.13. Tratamento de oxidação por plasma ashing 
Este tratamento foi realizado em presença de O2, à potência de 100 W durante três 
diferentes tempos e obteve-se os resultados apresentados na Tabela 16. 
Tabela 16 - Redução no TP na casca tratada por plasma ashíng 
(Rennes, Abril de 1998) 
Tratamento Redução no TP* 
V 
(%) 
oz, ioow., 4.51__min~.. 21,73. 
O2, 100 W, 30 min. 18,12 
O2, 100 W, 15 min. 
i 
14,88 
* valor médio; todos os valores são estatisticamente diferentes, ao nível de significância de 5 %. 
Esta técnica não apresentou índices satisfatórios de redução no teor de proteínas; 
provavelmente o tempo usado (45 minutos, no máximo) não tenha sido suficiente. Esta 
mesma teen-iea› já foi usado» por;.Reid-¬~,(lQ83)~ du_r~ante¿ horas_para_.1_separar,. xa matéria 
orgânica da casca. ~
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3.2.14. Plasma ashing associado com branqueamento 
F azendo-se a oxidação por plasma ashing e o branqueamento com NaClO 6.2 % 
por 24 horas à 30°C, obteve-se melhores resultados, conforme valores na Tabela 17. 
Tabela l7 - Redução no TP na casca tratada por plasma ashing e branqueamento 
(Rennes, Abril de 1998) 
Tratainento 
I 
Redução no ATP* 
( / .,_° 0) 
O2, 100 W, 45 min. + Na.ClO 68,37 
O2, 100 W, 30 min. + NaClO 'i 64,53 
O2, IOGVW, 15‹mifiz- +- NaClO¬ 
' 
6-3,94 
* valor médio; todos os valores são estatisticamente diferentes, ao nível de significância de 5 %. 
Identificou-se diferenças significativas entre todos os tratamentos para redução do 
teor de proteínas da casca, ao nível de significância de 5 % (conforme Tabela 18). 
TABELA 18 -_ Comparação estatística entre os valores de redução no teor de proteínas 
(Rennes, Abril de 1998). 
TIetem@flt9._., ~ R841#§~ä8.,n0 TP* 
Brarâqueanrento (6,2 % NaCl€}, 3`0°C)› 63,47 " 
HC1 1 N, temp§1ati1ra,.mnb.ier1te;.2Q.mi1n 33;73 
NaOH 1 N, temp.amb., 20 min. 9,66 
HzOz 17,5 %, temp.amb. 15,49 
Branqueamento (6,2 % NaClO, 30°C)+ HCl l N 
Branqueamento ( 6,2 % NaClO_, 30°C)+ NaOH 1 N 
Aquecimento (400°C) 
Branqueam¿ento~(3,1» % NaClO\)-_+ aqueci_nier1to (3_00§*C)~ 
Aqt1e.cin,1,ento.(400.°C,).¬$ branqueamentoçã, lt °/1 NaÇ1.0)_ 
Aquecimento (400°C),+ HzO2, 35 %,_ 
Hidrólise enzimática (E/S = 40 %) 
Hidrólise enzimática + branqueamento 
Plasma ashing (100 W, 45 min.)
_ 














O tratamento de hidrólise enzimática associada com o branqueamento, apresentou o 
maior índice de redução no teor de proteínas da casca. Resultados semelhantes já foram 
obtidos por Hincke et al. (1992), que usaram o branqueamento para separar as membranas. 
3.3. TEOR DE PROTEÍNAS EM ALGUNS MATERIAIS UTILIZADOS PARA 
IMPLANTES EM OSSOS 
O teor de proteínas nestes materiais foi analisado e os resultados estão na Tabela 19. 
TABELA 19 - Teor de proteínas em alguns materiais usados para implantes em ossos 
(Rennes, Abril de 1998) 
' O O 
Material para implante Proteínas (%)* 
' Casca de ovo de avestruz (após branqueamento) Í`,32Í
" 
Casca de ovode galinha. (apóshidrólise enzimáticae branqueamen~to}. L 0,70 
Concha de corais 
_ 
0,17 
Osso bovino 29,29 
* valor médio 
O teor de proteínas nas conchas de corais é bastante reduzido; este produto é 
amplamente usado em implantes ósseos mas, apresenta um custo elevado. 
3.4. o1s'n‹uâu1ÇÃo Gi‹ANuLo1v1E'uucA UA CASCA 
Analisando-se a distribuição granulométrica obtida após este tratamento 
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FIGURA 10 - Distribuição granulométrica da casca mieronizada
CAPÍIULO 11 
HLDRÔLISE EN 'LIMÁTICA DAS MEMBRANAS DA CASCA
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1. INTRODUÇÃO 
As membranas da casca são formadas quando a gema ovulada, circundada pela 
clara, entra na. seção de ístmo do oviduto; normalmente este processo leva cerca de 
1,25" horas (Chowdhury, 1990).
_ 
Bode-se duas» camadas- de-v..tmemb_ranaz,__na~ casca de~-.over de‹›«._galin1aa«, 
compostas por uma cadeia de fibras proteináceas que envolvem a gema e a clara. 
Estas duas camadas de fibras aderem-se intimamente uma à outra, exceto na 
extremidade mais afinada do ovo, onde a câmara de ar é fonnada; neste ponto, a membrana 
inteâ=na~ccnt<›1=na~a superficie clara dccvo; enquantoque azmembrana\exten;a¿gzxdere¢se _à 





As membranas representam a. fundação sobre a qual inicia.-se o depósito da casca; 
são compostas por material altamente insolúvel - principalmente proteína - cuja natureza foi 
reconhecigla como sendo» bastante _ complexa mas ainda não é« bem; entendidas 
(Chowdhury, 1990). 
A maior parte da composição das membranas, aproximadamente 70 a 75%, 
constitui-se de proteínas e e' caracterizada por ter ligações disulfeto cruzadas, assim como 
ligaçõeszcrúzadas- de¬d_esr_nosina e-zisodesrncsinas der«ivadas~ lisina (Figura ll). Q rest-ante 
das proteínas da membrana consiste em colágeno (10 %) e glicoproteínas (Leach, 1982). 
_s:í><z¿$/ 
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FIGURA ll - Estrutura hipotetizada das membranas da casca. As cadeias de peptídeos são 




As membranas da casca contêm colágeno dos tipos I e X, os quais são secretados 
por células de glândulas do ístmo; a remoção química ou degradação deste colágeno 
induzem à formação in vitro de cálcio cristalino, sobre as fibras da membrana (Nys et al., 
19_9_¡8)z; na- regiãQ¿..d_enominada_. .kn‹;›bs..fa~ sulfato,~.,de-.~tkeratana, 
(Arias et al., 1992). 
Quando as fibras são visualizadas em um microscópio eletrônico de transmissão, 
observa-se um denso emaranhado de fibras com caroços, circundados por um manto 
(Leaeh, 1982), o› qne~está~ de~acordo~.eem-› estudos- microscópicas 1;ea}izados.z na psimeira 
etapa deste trabalho, envolvendo as membranas da casca. Os caroços orgânicos, ancorados 
na superficie da membrana externa da casca são constituídos por um complexo 
proteína-mucopolisacarídeos. 
Comprovou-se~ a» pr_esença› de Ovalbzumina» (Hificke, 1995; Lisoz›ima~ e 
Ovotransfenina (Gautron et al., 1997)' nos locais de nucleação dos primeiros cristais de 
cálcio, sobre a membrana.
_ 
A composição de aminoácidos (AA) presente nas membranas da casca foi analisada 
Leaeh~(~l982)`e e'_¡.. apresentada na- Tabela 29. 
TABELA 20 - Composição em AA das membranas da casca de ovo 











2. MA'u‹;1uA1s E Múronos 
2.1. PREPARO DA MEMBRANA 
As membranas foram separadas manualmente das cascas (Reid, 1983; Dupoirieux et 
al., 1995; Gautron et al., 1996), e secas à. temperatura. ambiente; conservou-se em 
-recipientes'hermeticamentefechados para caracterização posterior. ~ 
2.1.1 Teor de proteínas na membrana nativa 
O teor de proteínas foi analisado seguindo-se o método oficial Kjeldahl 
(AOAC, 1992) usando um bloco de mineralização (1041, Bioblock Scientific) e uma 
unidade de destilação (1042, Bioblock Scientific).
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V 
Os resultados .»foram¡»ealcalados. usando‹se o¿¿.fator~. de conversãoespepífico 6,_25,.___ 
Cada análise foi feita em duplicata, usando-se aproximadamente 0,5 ig de amostra 
em cada. uma. 
2.2. 1~u1>RÓ1.1s1z' ENz1MÁ'r1CA DA Mm/1BRANA 
Duas enzimas diferentes foram usadas na hidrólise da membrana: pepsina e 
flavourzima. 
2.2.1. Hidrólise da membrana pela pepsina
A 
A enzima usada foi pepsina l:2,500 (Pepsina UM; EC 3.4.23.l) da Sigrna (Sigma. 
Cia.. Química, St Louis, MO. E.U.A.). 
Utilizou-se uma solução de pepsina a 0.05 % em ácido acético 0.5 N (Arias et al., 
1997;). A. hidrólise-~foi~ a~ umarelação»enzima/substfatoz~_(E/S)~= 2 %,(p/p); à 37;_°C 
durante 24 horas sob agitação magnética constante. A fim de aumentar a eficiência da 
reação, as membranas foram desintegradas em um blender Ultra. Turrax a. uma velocidade 
de 11.000 g/min. durante 30 segundos antes da hidrólise.
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2.2.2. Hidrólise da membrana pela flavourzima 
A enzima flavourzima mg Tipo B da Novo Wordisk Bioindustry, Nanterre, França) 
é composta por um complexo proteases/peptidases produzido por fermentação do 
Aspergillus orzyzae. O lote usado apresentava uma atividade atual de 1320 LAPU.g-1 (unit 
leuciriei»Vaminopeptidase-per Um efâaz quantidadez¬de¿-enzimaf quer hidrolisaz. 
ill umol de L-leucine-p-nitroanilide por minuto no método padrão EAL-SM-0298.02:0l da 
Novo Nordisk.. 
A enzima foi dissolvida em tampão fosfato de sódio 0.1 M adicionado de nitrito de 
só~0.02- % (eoinozanti-irricroi1iano);«Q--pH fi_nal= foi; corfri,gido,4›para~¡7; p__ela¬adição.¬deNaOšI~ 
ou HCl. 
A hidrólise foi feita a duas taxas diferentes: E/S = 2 % e E/S = 5 % (p/p), à 40°C 
durante 24 horas sob agitação constante com o auxílio de um agitador magnético FANEM 
258. A fim¡_dez-aumentar a~ eficiência» da reação; as- membranas føram~de~__si~ntegradas em- um 
blender Ultra Tunax a uma velocidade de 11.000 g/min. durante 30 segundos antes da 
hidrólise. . 
2.2.3. cméúee de hidrólise (Densidade Óúee) 
Durante a hidrólise, foram retiradas alíquotas de 1 ml, em diferentes intervalos de 
tempo. A enzima. foi inativada. a.quecendo-se a mistura. em um banho-maria. em ebulição 
durante 10 minutos. As alíquotas foram centrifugadas a 5.000 g durante 10 minutos e uma 
parte sobrenadante~sz,._ obtidos fei cengelada~ para pesteifior. earaeterizaçãe por 
eletroforese. 
Após 24 horas de hidrólise' toda a mistura foi submersa. em banho-maria. durante 10 
minutos e congelada para caracterização posterior. 
A Bensidade .Ótica-›(-DQ)~dos-«sobrenadantes. das-alíquotas-eentrifugadas»foi~ medi_f_laea› 
280 nm, com o auxílio de um espectrofotômetro Milton Roy (Spectronic 1201), conforme o 
método previamente utilizado por Guerin (1991).
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2.3. CARACTERIZAÇÃO DA MEMBRANA E DOS PRODUTOS DE l-UDRÓLISE 
2.3.1. Liofilização da membrana hidrolisada e dos sobrenadantes da hidrólise 
As membranas hidrolisadas pelas diferentes enzimas e os sobrenadantes, após 
congelamento, foram liofilizados em um sistema SGD RPZV Divisão SERAIL, 
Argenteuil (95), França, para posterior caracterização por eletroforese. 
2.3.2. Estudo de solubilização da membrana nativa 
Como a solubilidade é um pré-requisito para a caracterização de proteínas 
(Nys et al., 1998), e a membrana é extremamente insolúvel nas condições ambientes, fez-se 
alguns ensaios para estudar a solubilização de membranas nativas, seguindo-se métodos 
prfivi~wa¢flífl.1ti1izadøsepfif Gfl¢ffPf<19~9`1‹)z W 
Em todos os testes usou-se 30 mg de membrana nativa (previamente secas à 
temperatura ambiente) em 3 ml de cadasolução teste. ' 
a) Tratamento ácido 
Este estudo foi feito usando-se soluções de HCl 4 N, 2 N e 1 N, à temperatura 
ambiente e à 37°C, durante 4 horas. 
b) Tratamento alcalino 
Este estudo foi feito usando-se soluções de NaOH 4 N, 2 N e 1 N, à temperatura 
ambiente e à 37°C, durante 4 horas. 
c) Tratamento com dodeeilsulfonato de sódio (SDS) 
Este estudo foi feito usando-se soluções de SDS 10%, 4% e 2%, à temperatura 
ambiente e à 37°C, durante 4 horas.
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d) Tratamento ácido associado com SDS 10 % e B-mercaptoetanol 0,5 M 
Depois do tratamento ácido das membranas, adicionou-se SDS e B-mercaptoetanol, 
até as concentrações finais de 10 % e 0,5 M, respectivamente. H 
e) Tratamento alcalino associado com SDS 10 % e B-mercaptoetanol 0,5M 
Depois do tratamento alcalino das membranas, adicionou-se SDS e 
B-mercaptoetanol, até as concentrações finais de 10 % e 0,5 M, respectivamente. 
Í) Tratamento com SDS 10 % associado com [3-mercaptoetanol 0,5 M 
Depois do tratamento das membranas com SDS 10 %, adicionou-se 
B-mercaptoetanol até uma concentração final de 0,5 M. 
2.3.3. Caracterização da membrana nativa e dos produtos de hidrólise, por 
eletroforese em gel de poli-acrilamida (PAGE) na presença de dodecilsulfonato de 
sódio (SDS) (Laermnli et Favre, 1973). 
As proteínas foram caracterizadas em função do seu peso molecular por eletroforese 
em gelde poIi`-acnlamida - dodec1`I'sul'fonato~de sódio (`SDS"#PAGE`7'; 
No gel de concentração tinha-se 4% e no gel de migração, 15 % (p/v) de acrilamida. 
Alguns testes realizados previamente mostraram que 15% de acrilamida, no gel de 
migração, era a melhor concentração para visualizar as bandas de proteínas presentes nas 
membranas-~nativa~e-hióãrolisadar ~ 
. Usou-se como padrão para calibração um kit contendo seis diferentes proteínas com 
peso molecular conhecido (Low Molecular Weight Electrophorem Calibration Kit, 
Pharmacia Biotech), confonne a Tabela 21 _
TABELA 21 - Proteínas usadas para calibração em eletroforese SDS-PAGE 
(Rennes, Ma.io de 1998) 
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a) Preparação das amostras 
Preparou-se oito diferentes soluções de amostras (Tabela 22). As soluções 3-8 
foram preparadas usando-se os produtos liofilizados obtidos apóshidrólise enzimática da 
membrana.
A 
TABELA 22 - Soluções de amostras preparadas para eletroforese SDS-PAGE 
(Rennes, Maio de 1998.)
' 
N° T Amostra Concentração 
1 Sobrenadante da hidrólise pela flavourzyme (E/S = 5 %)
2 
3. . Membrana.hidrolis.ada.,pela.,flayeurzyme (E/S,.= 5.%)` 
4 
_ 
Membrana hidrolisada pela flavourzyme (E/S = 5 %) 
5 Membrana hidrolisada pela Pepsina (E/ S = 2 %) + sobrenadante 
6 Membrana hidrolisada pela Pepsina (E/S = 2 %) + sobrenadante 
7 ` Membrana nativa z 
8 - Membrana nativa- 










* dissolvidos em solução de desnaturação
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Todas as soluções foram preparadas diluindo-se a respectiva amostra na solução de 
desnaturação (Tabela 23) e aquecendo-se em um banho-maria em ebulição durante 4 
minutos (ltoli et alf 1987). 
TABELA 23 - Solução de desnaturação para eletroforese SDS-PAGE 
(Rennes, Maio de 1998) 
Composto Volume 
(ml) 
Água destilada H 






SDS 10 % 1.6 
B - mercaptoetanol 0.4 
Azul de bromofenol 0.5 % (em água) 0.4 
b) Eletroforese SDS-PAGE 
Injetou-se 10 ul de cada solução, sobre o gel de concentração, em suas respectivas 
câmaras. 
_ 
A eletroforese foi realizada em um sistema Mini-PROTEAN II Eleczfrophoresís Cell 
ooneotado a gegador~ de-., tensão Pl1aifiáräeia‹~.LKB~.ÉÍiS. 500/400;,ä~ de 
200 V, durante 45 minutos; a composição da solução tampão utilizada é apresentadana 
Tabela 24. 
TABELA 24 - Solução tampão utilizada para eletroforese SDS-PAGE 









SDS.. 3,0 ' 
Água destilada ` até completar 600 ml
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O gel foi revelado por imersão na solução de coloração (Tabela 25) e descolorido 
usando-se uma solução de ácido acético e etanol em água (4: 1 25) (Itoh et al. 1987). 





Azul de Coomassie R 250 1 g 
Aaâaøzrfiziúroaszççâqúé (TCA) 125 ~ g 
Metanol g '_/2.. l_ 
r '
` 
Agua destilada 1 l 
' 2.3.4. Composição em amino ácidos da membrana nativa e dos produtos de 
hidrólise 
As *composições em AA da membrana nativa e no sobrenadante da membrana 
hidrolisada foram determinadas seguindo-se o método de Spackman et al. (1958), com o 
auxílio de um sistema Pharmacia (Alpfia PTus)',P"l'1annacia, Õrsay (`9'l'”)",F“rança. . 
Antes de serem injetadas no cromatógrafo, as amostras foram hidrolisadas 
usando-se uma solução de HCl 6 N; pesou-se inicialmente 10 mg de cada amostra 
liofilizada e a hidrólise foi feita sob vácuo à 1l0°C, em três diferentes tempos: 24, 48 e 96 
hèifasií.
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1. TEOR DE PROTEÍNAS NA Ml-JZMBRANA NATIVA 
O teor de proteínas na membrana nativa foi analisado pelo método oficial Kj eldahl e 
0 valor médio obtido foi de 81.26 %. 
3.2. HuJRÓL1s1z' iz'Nzuv1Á'1`1CA DA M1‹;1v1BRANA 
3.2.1. Cinética da hidrólise pela pepsina 
A hidrólise foi realizada a uma taxa E/S = 2 % (p/p). A DO foi lida em 
















Ú' 5 1:6' 1'5 215' 2% 36 
Tempo (horas) 
FIGURA 12 - Valores de DO durante a hidrólise de membrana pela pepsina (280 nm) 
3.2.2. Cinética da hidrólise pela flavourzyme 
A hidrólise foi feita a duas taxas diferentes: E/S = 2 % e E/ S = 5 % (p/p). 
Analisando-se a. curva de DO obtida. para cada. caso (Figura 13), observa-se que um 













çful- ' ^ E/s=2% 
I E/s=s% ¡¡AAMA A *a 
I I l 
O' 10 20 30 
Tempo (horas) 
FIGURA 13 - Valores de DO durante a hidrólise da membrana pela flavourzima (280 mn) 
3.3. CARAC'l`ERlZAÇÃO DA MEMBRANA E DOS PRODUTOS DA HIDRÓLISE 
fifi 
_›..›. 1. Estudo de solubilização da membrana nativa 
Antes do uso de SDS 10 % e B-Mercaptoetanol 0.5 M, o único tratamento que 
resultou em uma completa solubilização da membrana foi aquele usando-se NaOH 4 N à 
37°C durante 4 horas; depois deste tempo de tratamento, obteve-se uma solução cristalina, 
sem qualquer turvação ou deeantação de resíduos da membrana. 
Após o tratamento com SDS 10 % e B-Mercaptoetanol 0.5 M, obteve-se uma 
solubilização total da membrana apenas quando usou-se NaOH 2 N à 37°C durante 4 horas 
(menos drástico que o anterior); depois deste tempo de tratamento, obteve-se uma solução 
eristalifia, ne~nhuma~ tu1=vação~ou~ decantaçãoz 
O tratamento com NaOH, 4 N à 37°C durante 4 horas foi o único tratamento que 
resultou em uma solubilização total da membrana mas, nestas condições tão drásticas 
pode-se ter causado alguma degradação na estrutura das proteínas, o que resultaria na 
liberação de 
' 
pequenas meléeulasde- peptídeos, as quais›nãoÍ podem ser detectadas, durante 
a eletroforese (devido ao seu peso molecular muito baixo, não ficam retidas no gel de 
migração).
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3.3.2. Caracterização da membrana nativa e dos produtos de hidrólise por eletroforese em 
gel de poli-acrilamida (PAGE) em presença de dodecilsulfonato de sódio (SDS) 
(Laemmli et Favre, 1973). 
O perfil eletroforético SDS-PAGE (15 %) da membrana nativa e hidrolisada por 










I Sobrenadante da hidrólise da membrana pela flavourzyme (80 m g/ml) 
2 Sobrenadante da hidrólise da membrana pela flavourzyme (40 mg/ml) 
3 Membrana hidrolisada pela flavourzyme (80 mg/ml) 
4 Membrana hidrolisada pela flavourzyme (40 mg/ml) 
5 Membrana hidrolisada pela pepsina (80 mg/ml) 
6 Membrana hidrolisada pela pepsina (40 mg/ml) 
7 Membrana nativa (80 mg/ml) 
8 Membrana nativa (40 mg/ml) 
P Padrão do kit de proteínas (peso molecular expresso em K Daltons) 
FIGURA I4 - Perfil eletroforético SDS-PA GF1 (15%) da membrana da casca
54 
Analisando este perfil, três bandas principais (A, B e C) podem ser visualizadas nas 
linhas de migração da membrana nativa (linhas 7 e 8) e duas outras bandas (D e E) podem 
ser visualizadas nas linhas da membrana hidrolisada pela flavourzyme (linhas 3 e 4).
5 ° y = - 0,9403; + 4,9713 
R2 = 0,9634 
"` 
4,4 
4,2 . . 
O 0,5 1 
Rf 








Usando-se a equação da curva obtida (Figura 15), calcula-se o peso molecular (PM) 
das proteínas da casca (Tabela 26), após obter-se o Rf de cada banda; o Rf é calculado pelo 
quociente entre a distância percorrida e a distância total até ofiont (linha de migração) 
TABELA 26 - PM das proteínas identificadas por SDS-PAGE nas membranas da casca 
(Rennes, Maio de 1998) 







Analisando-se o perfil eletroforético das membranas da casca (Figura 8), foram 
U('2›U1D> 
identificadas três bandas nas linhas de migração da membrana nativa: A (73,2 kDa), 
B(50,4 kDa) e C (13 kDa); Nys et al. (1998) e Hincke et al. (1997) obtiveram resultados 
semelhantes fazendo-se SDS¬PAGE~ na rn~ati=iz‹crgâflica\da~ casca de ovo, idcntificando as 
seguintes proteínas: Lisozima (14,3 kDa), Ovocleidina-17 (17 kDa), Ovalbumina (45 kDa) 
e Ovotransferrina (77 kDa).
3.3.3. Composição em amino ácidos na membrana da casca nativa e hjdrollsada 
Os resultados da análise de AA nas membranas, são apresentados na Tabela 27 
TABELA 27 - Resultado da análise de AA nas membranas da casca 
(Remies, Maio de 1998) 
Amino Ãcido ` Membrana nativa (%) " Membrana hidrollsada ( / ) 
























































Trp : não determinado QTD) 
Analisando-se a Tabela 27 observa-se que os principais AA presentes na membrana 
nativa são prolina, cisteína e NH3; estes dados estão de acordo com Leach (1982) oqual 
aprese_nt_a›››cisteí1ia~(~l-0;8~ %)~ e pro_lin`a _(9,3~-%)_, co111o_¬se11do_«os--zprinc,i_pais¿ AA presentes nas 





Frente aos resultados apresentados, conclui -se que: 
- O tratamento mais adequado da casca para obtençãolde um sal de cálcio foi aquele feito 
com o ácido cítrico. 
- Considerando-se que o citrato de-cálcio obtido não atende às especificações estabelecidas 
pela legislação com relação à carga microbiana, deve-se incluir no processo uma etapa de 
pasteuiização ou esterilização do produto final. 
- Deve-se realizar ensaios para determinar-se a digestibilidade do citrato de cálcio e 
compará-la com a do carbonato de cálcio. 
- Todos os tratamentos aplicados para reduzir o teor de proteinas da casca apresentaram 
diferenças estatísticas entre si, sendo que o tratamento de hidrólise enzimática associada 
com branqueamento foi o que apresentou melhores resultados. 
- A purificação dos minerais da casca resultou em uma redução no indice de rejeição desta 
nos implantes ósseos porém, a casca ainda não apresentou capacidade de induzir à 
formação de osso; novos implantes devem ser realizados com este objetivo. 
- Obteve-se diferenças no teor de aminoácidosna membrana nativa e após hidrólise pela 
flavourzima, comprovando-se a atividade proteolítica da enzima, sendo que os principais 
aminoácidos encontrados na membrana nativa foram prolina, cisteína e NH3. 
- Além das altemativas apresentadas, pode-se ter ainda outras formas de valorização das 
cascas: material-base para a síntese da hidroxiapatita, uma biocerâmica amplamente 
utilizada em próteses dentárias e ósseas; o CaCO3 pode ser usado como fundente para ligas 




- Apresentou-se diferentes alternativas para valorização das cascas de ovos; 
considerando-se o custo para o descarte destas cascas (por exemplo, R$ 50,00 na França), e 
o fato de não ter-se despesas com moagem, transporte e outros, pode-se agregar valor a 
estas cascas, apresentando assim um grande valor econômico em potencial. 
- Deve-se considerar também os aspectos ambientais envolvidos na valorivação das cascas 
de ovos pois, além de diminuir-se o problema de poluição quando estas são descartadas 
diretamente no meio ambiente contendo um teor considerável de proteínas, o uso destas 
cascas como uma fonte alternativa de CaCO3 pode diminuir o impacto sobre as reservas 
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ANEXOS
ANEXO] - Fluxogramaide valorização da casca de .ovo para uso como complemento 
alimentar 
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ANEXO 2 - Esquema de análise para contagem de coliformes totais e fecais pelo método 
do número mais provável (NMP) (APHA, 1992) 




25 g amostra + 
ml 1 m 1 ml 






Tubos de LST ou LST-MUG 
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r I ANEXO 3 - Esquema de analise para detecção de 
convencional (APHA, 1992) 
10'* íèííá 
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ANEXO 4 - Tabela de Número Mais Provável e intervalo de confiança a nivel de 95 % de 
probabilidade, para diversas combinações de tubos positivos em séries de tres tubos 
Diluicões : 0,01 - 0,001 e 0,0001 g ou ml (adaptado de APHA, 1992). 















































ANEXO 5 - Principais elementos químicos presentes na casca de ovo in natura 
identificados por DRX 
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